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" Pulliilansulfate und ihre Salze " 

Prioritat: 18. Oktober 1974, Japan, Nr. 120 626/74 



Es is"t bekannt, daB Polysaccharidsulf ate zur Beiiandliing von 
Magengesch\vUren eingesetzt warden konnen. Diese Verbindimgen 
haben oedoch eine starke gerinnungshemmende Wirkung, so dafl 
si-e bei Magenblutungen nicht verwendet werden konnen. 

Die bekannten Polysaccharidsulf ate, die sich als Arzneistoffe 
zur Behandlung von Magengeschvniren eignen, mtissen soweit sul- 
foniert vrerden, daB sie etwa 12 bis 18 Gewichtsprozent Schwe- 
fel enthalten. Dies erfordert scharfe Reaktionsbedingungen und 
lange Reaktionszeiten. 

Der Erfindiing liegt die Aufgabe zugrunde, neue Pullulansullate 

und ihre Salze sowie ein Verfahren zu ihrer Herstellung zu 
sich 

schaff en, die/zur Behandlung von Magengeschwuren eignen und 
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eine niedrige gerinnungshemmende Wirkung besltzen. 
Die Aufgabe wird durch die Erfindung gelSst. Die Erfindiing be^ 
trifft somit den in den Anspiiichen gekennzeichneten Ge gen- 
stand. 

Die Salze sind vorzugsweise die Alkalisalze, wie die Natritim- 
\jnd Kaliumsalze, die Erdalkali salze, wie die Magnesixim- xind 
Calciumsalze, Ammoniximsalze, AliiTtil niumsalze und die entspre- 
chenden gemischten Salze. 

Das verXahrensgemaB eingesetzte Pulliilan ist ein lineares 
Hochpolymer aus a-i , 6-verkniipf ter Maltotriose, einem Trimeren 
der Glucose. Es hat folgende Strukturf ormel : 
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n bedeutet den Polymerisationsgrad und hat einen Wert von 20 
bis 10 000. 

Pulliilan laflt sich atifgrund seiner chemischen Struktur und 
Eigenschaften nicht mit Starke, loslicher StSrke, oxidierter 
Starke,' Dextrin, Dialdehydstarke, veratherter Starke, kationi- 
sierter! Starke, Cellulose, Alkylcellulo sen, Hydroxyalkylcellu- 
losen, Carboxymethylcelliolose und Gummi arabicum vergleichen, 
die ebenso vie Pullxaan zur Hauptsache aus Glucoseeinheiten be- 
stehen. Beispielsweise ist Pullulan in kaltem Wasser leicht 
loslich, seine waflrige LSsung ist uber lange Zeit stabil und es 
erf olgt keine Gelierung. 

Die Piallulansulfate kSnnen durch Umsetzen von Pullulan mit 
einem Sulf onierungsmittel und gegebenenf alls anschlieBende 
Neutralisation des entstandenen Schwef elsaureesters mit einer 
Base hergestellt werden. 

Die bekannten Polysaccharidsulfate und ihre Salze, die sich zur 
Behandlung von Magengeschwuren eignen, mUssen soweit' sulf oniert 
werden, daB sie mindestens 12 Gewichtsprozent Schwefel ent- 
halten. Dagegen konnen die erfindungsgemafien Pullvilansulfate 
und ihre Salze zur Behandlung von Magengeschwuren eingesetzt 
werden, wenn ihr Sulfonierungsgrad einem Schwef elgehalt von 
4 Gewichtsprozent oder mehr entspricht. Daher kSnnen nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren die Pullulansulfate unter milden 
Bedingungen sulfoniert werden. Dabei erfolgt praktisch keine 
Zersetzung des Pullulans und des Umsetzungsproduktes. 
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Das verfahrensgemas eingesetzte Pullulan kaim beispielsweise 
dadurch hergestellt werden, daB man einen Stamm der Art 
Pullularia pullulans 5 Tage bei 24°C in einem Nahrmedium \inter 
SchUtteln zUchtet, das 10 % StSrkesirup (D.E. 42) Oder Gluco- 
se, 0,5.?S K2HPO4, 0,1 % NaCl, 0,02 % VigSOi^.TE^O, 0,06 % Amino- 
niumsulfat imd 0,04 ?6 Hefeextrakt enthalt. Dabei wird Pvilliilan 
als kleiarige Substanz erhalten, die von den Zellen in die Kul- 
turflussigkeit abgeschieden wird. Sof em erf orderlich, ' wird die 
KulturbrUhe von den Zellen durch Zentrifugieren abgetrennt und 
der Uberstand mit Methanol versetzt. Die entstandene Pullulan- 
fallung kann hieraiif mehrmals in Wasser gelost und mit Methanol 
wieder ausgefailt werden. Dadurch wird ein gereinigtes Pullulan 
erhalten. 

Die physikalischen Eigenschaften des erhaltenen Pullulans han- 
gen in gewissem Ausmafi von der Art des eingesetzten Stammes ab. 
ErfindungsgemaS kann jedoch Pullulan ver^endet werden, das aus 
jedem pullulanbildenden Stamm erhalten wurde. Das Molekularge- 
wicht des erfindungsgemafl verwendeten Pullulans kann in einem 
verhaitnismaBig breiten Bereich liegen. Vorzugsweise betragt 
es 10 000 bis 5 000 000. 

Die Sulfonierung kann nach beliebigen herkommlichen Verfahren 
durchgefuhrt werden. Beispielswiese werden Pullxolansulfate 
durch Umsetzung von Pullulan mit einem Sulfonierungsmittel, wie 
ChlorsulfonsStire, Schwefeltrioxid oder einem Schwef eltrioxid- 
Pyridinkomplex, in Gegenwart eines Losungsmittels , wie Pyridin, 
Dimethylformamid, Formamid, Chloroform oder flussigem Schwef el- 
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dioxid, erhalten. Man arbeitet mit einem Sulf onierungsmittel , 
vie Chlorsulfonsaure In stark alkallschem Bereich, oder mit- 
konzentrierter Schwef elsaxire, wobei die primaren vmd sekimdS- 
ren Hydroxylgruppen des Pullulans sulfoniert werden. 

Die Menge des Sulfonierungsmittels betrSgt im erfindungsgemafien 
Verfahren mindestens 0,3 Mol, vorzugsweise 0,3 bis 20 Mol, pro 
Mol Glucoseeinheit des Pullulans. 

Die Reaktionstemperatur und -zeit fur die Sulfonierung sind 
nicht genau festgelegt, richten sich aber vorzugsweise nach der 
Art des verwendeten Sulf onierungsmittels . . Wird beispielsweise 
Pullulan mit Chlorsulf onsaure, Schv/ef eltrioxid oder einem Schv^e- 
feltrioxid-Pyridinkomplex in Gegenwart eines Losungsmittels , 
wie Pyridin, Dimethylformamid, Formamid oder Chloroform, umge- 
setzt, dann wird die Umsetzung vorzugsweise 1 bis 36'stxinden 
bei 0° bis 80°C durchgef Uhrt . Werden flussiges Schwef eldioxid 
und Schv^-ef eltrioxid oder Chlorsulf onsaure verwendet, so v/ird 
die Reaktion vorzugsweise 1 bis 36 Stunden bei -15° bis -30°C • 
durchgef uhrt. Bei Verwendung konzentrierter Schwef elsSure wird 
die Umsetzung vorzugsweise 1 bis 36 Stunden bei -50° bis +10°C 
durchgef uhrt. Wird die Umsetzung ISngere Zeit bei hc5heren Tem- 
peratxiren als angegeben durchgef iihrt, so treten Nebenreaktionen, 
wie Abbau des Pullulans oder Desulfonierung von Reaktionspro- 
dukten auf . Dies beeinfluBt die Ausbeute und den Sulf onierungs- 
grad. 
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Ites 30 erhaltene Pullulansulfat wird In Wasser gel8st ^ in 
die Salzfor- UbergefUhrt. Der Ester wlrd in einer wSBrigen 
WBvms von beispielsweise Natriuinhydro^ld, Kaliu^hydroxid, . 
CalciuBhydroxld, kagnesiu^ydroxid oder Bariu^ydroxid gelBst. 
so aaB die L»sung einen pH-Wert von 7 bis 12 hat. AnschlieBend 
Wird die l«sung in Methanol, Xthanol, Aceton Oder ein ahnliches, 
^t der wasrigen LBsung mischl^ares organisches LSsungsmittel 
gegossen, wobel ein veiBer Niedersohlag des Natrium-, Kalium., 
calcium-. Magnesium- Oder Barlumsalzes des Pullulansulfats 
erhalten wird. 

tosohlieBend kann das Pullulansulfat oder das erhaltene 
Natrium-, Kalium-. Calcium-, Magnesium- Oder Bariumsalz in 
Wasser gelBst und diese 1.3sung einer weiteren I-Bsung zuge- 
setzt werden, die duroh Umsetzen einer SSure Oder tauge mit 
Alumin^ummetall oder einem Aluminiumsalz, wie Aluminiumhydro- 
:cid Alumlniumchlorld, Alumlniumsulfat Oder AlumlniuBdihydro- 
xychlorid, hergestellt werden ist. Der pB-Vert der l^sung 
wird dabei auf etwa 3,3 Ms 6,0 eingestellt. Es fSllt das Alu- 
^niumsalz des Pullulansulfats als weiBer Nlederschlag aus. 

GemSB einer weiteren Ausftlhrungsform Icann Pullulansulfat oder 
sein wasserissliches Natrium-, Kalium- oder Calciumsalz in 
Wasser gelBst und mit einer Aluminiumionen enthaltenden wSBri- 
gen LBsung versetzt werden, die durch Umsetzung einer Saure 
Oder Lauge mit Alumlniummetall oder einem Aluminiumsalz, wie 
Muminiui^ydroxid, Aluminiumchlorld oder Aluminlumsulf at her- 
: gestellt worden ist. Die LBsung wi;.d auf einen pH-Wert von 
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etwa 3,3 bis 6,0 elngestellt. Sodann wird die Losxong mit einer 
Magnesiumionen enthaltenden waBrigen Losung versetzt, die 
durch Umsetzung einer Saure oder Base mit Magnesiummetall 
Oder einem Magnesiumsalz, wie Magnesiumhydroxid, Magnesium- 
chlorid oder Magnesiumsulfat erhalten worden ist. Der pH-¥ert 
der LBsTong wird auf 3,3 bis 6,0 eingestellt. Es fSllt das ge- 
mischte Aluminium-Magnesiumsalz des Pullulansulfats aus. 

Die erfindungsgemSB hergestellten Pullulansulfate und ihre 
Salze enthalten 5 bis 20 Gewichtsprozent Schv^efel. Ihre blut- 
gerinnungshemmende Wirkung wurde mit Hilfe der Methode der 
quantitative!! Heparinbestimmung und nach dem Japanischen Arz- 
neibuch bestimmt und betrug 1/30 bis 1/7 der Wirkung eines 
Standard-Heparinprodukts . Das ist fiir ein Polysaccharidsulfat 
ein niedriger Wert. 

Die Pullulansulfate der Erfindung und ihre Salze eignen sich 
hervorragend zur Behandlung von MagengeschwUren. Beispielswei- 
se- wurden Natriumsalze der Pullulansulfate aus den nachstehend 
beschriebenen Beispielen hinsichtlich ihrer Hemmung der 
proteolytischen Aktivitslt von Pepsin in vitro mit dem Na- 
triumsalz des Heparins, dem Natriumsalz von Dextransulfat 
imd dem Aluminiumsalz. des Sucrosesulf ats verglichen. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle I zusammengef aBt • • 
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Auch die Natriumsalze des Pxillulansulfats mit niedrigem 
Schwefelgehalt zeigen eine starke Wirkung. 

Die Hemmung der proteolytischen AktivitSt des Pepsins wurde 
f olgendermaflen 'bestinimt; 

1 ml einer 1 mg/ml Pepsin enthaltenden v/SBrigen LSsxing, die mit 

Salzsaure auf einen pH-Wert von 1,6 eingestellt wurde, 1 ml 

einer 1,3 Oder 5 mg/ml einer waBrigen LSsimg der zu xintersu- 

chenden Verbindung, die mit SalzsSure auf einen pH-Wert von 

1 , 6 eingestellt wurde Oder 1 ml SalzsSure mit einem pH-Wert 

von 1,6 als Kontrolle werden 10 Minuten bei 37°C inkuMert und 

anschlieBend mit 1 ml einer 2prozentigen waBrigen CaseinlSsung, 

von 

die mit SalzsSure auf einen pH-V7ert 1 , 6/ eingestellt wurde, ver- 
setzt. Die erhaltene Losxjng wird genau 20 Minuten inkubiert. 
Dann werden 10 ml 0,4 molare Trichloressigsaure zum Abbruch 
der Reaktion zugesetzt. Der entstandene Niederschlag wird ab- 
filtriert, und 1 ml des Filtrats wird mit 5 ml einer 0,4 mola- 
ren Natriumcarbonatlosung und 1 ml Phenolreagens versetzt 
(1-^5). Das erhaltene Gemisch wird 20 Minuten bei 37°C inku- 
biert, sodann abgekiihlt und die Absorption bei 660 mp gemessen. 
Als Nullstelle fur den gemessenen V/ert wird der ¥ert jeder der 
genannten Losungen benutzt, die mit der 0,4 molaren Trichlor- 
essigsaure vor Zusetzen der 2prozentigen Caseinlosimg ver- 

sich 

mischt worden waren xind/dann auf die vorgenannte Weise farblich 
ent\.;ickelt. Aus der Absorption des die zu untersuchende Verbin- 
dung enthaltenden Gemisches kann die Restaktivitat des Pepsins 
des Gemisches berechnet und in Prozent angegeben werden, wenn 
man als 100 % Pepsinaktivitat die Absorption der Kontrollprobe 
ansetzt. 

609818/0999 
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Die Pullulansulfate und ihre Salze kSmen Bit anderen Arznei- 
stoffen zur Behandlung von Magengeschwtoen kombiniert warden, 
i B mlt ZNS-da»pfenden Vertlndung«,wia TranquillUern. tati- 
cholinargika. imtaclda. PepslnlnhlWtoren und Schutz»ltteln 

1 

fUr die Magenschleimliaut. 

i • . 

Me erf Indungsge^aB hergestellten Pullulansulfate lc6nnen auBer- 
dem als Zusatzstoffe fUr Nahrungsmittel. als lonenaustauscher 
Oder Schlichtemittel verwendet werden. 

Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung. 

Be i s p i e 1 1 
Elne Dispersion von 25 g Pullulan (Molekulargewioht 150 000) 
in 500 »a Pyrldln wird tel 20°C unter RUhren allmthllch mit 
75 ^ Chlorsullonsaure versetzt. Danach wird das Gemlsch nooh 
4 Stunden bei 25°C gerUhrt und hlerauf In 350 ^ kaltem Wasser 
geisst. Die erhaltene LBsung wird mit 1 n HatronXauge auf elnen 
pH-Wert von 7 Ms 10 elngestellt. Ks Mldet slch ein Natrlu.- 
saXz. Die LBsung wird in einen Cellophanschlauch gefUllt und 
gesen Wasser dlalysiert. Sodann vird der Inhalt des Cellophan- 
schlauohes In 2 Liter Methanol gegossen. Der entstandene Kle- 
derschlas wird atgetrennt und getrootoet. Ausbeute 29.3 6 ein" 
Natrlu^alzes des Pullulansulfats mlt 7,7 Gewiohtsprozent 

Schwef el . 
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Beispiel 2 
300 ml Pyridin werden langsam bei 20°C unter RUhren mit 75 ml 
ChlorsulfonsSure versetzt. Sodann wird die LSsung xinter RUhren 
"bei 70°C langsam mit 25 g Pullulan (Molekulargewicht 10 000) 
versetzt. Das Gemisch wird unter Rtihren 4 Stunden bei 70**C 
lamgesetzt. AnschlieBend wird gemaB Beispiel 1 auf gearbeitet . 
Ausbeute 66,4 g eines Natriumsalzes des Pullulansiilfats mit 
15 Gewichtsprozent Schwefel. 

B e i s p i e 1 3 
Beispiel 2 wird wiederholt, jedoch wird das Pullman mit dem 
. Molekulargewicht 10.000 durch ein Pullulan mit dem Molekularge- 
wicht 89 -000 ersetzt. Man erhalt 58,9 g eines Natriumsalzes 
des Pullulansiilfats mit 12,6 Gewichtsprozent Schwefel. 

Beispiel 4 
Beispiel 2 wird wiederholt, jedoch wird das Pullulan mit dem 
Molekulargewicht 10 000 durch Pullulan mit einem Molekularge- 
wicht von 140 000 ersetzt. Ausbeute 62,7 g eines Natriumsalzes 
des Pullulansulfats mit 10,7 Gewichtsprozent Schwefel. 

Beispiel 5 
750 g mit einer Aceton-Trockeneis-MischUng auf -.40°C gekiihltes 
flussiges Schwefeldioxid werden mit 35 g Schwef eltrioxid und 
10 g Pullulan versetzt. Das Gemisch wird 10 Stunden bei -20° 
bis -15°C geriihrt und anschlieBend 18 Stunden bei Raumtempera- 
tur stehengelassen. Wahrend dieser Zeit verdampft das Schwefel- 
dioxid. Der Rucks tand wird abfiltriert und in 150 ml kaltem 
Wasser gelSst. Die erhaltene Losung wird mit Natronlauge auf 

6098 18/0999 
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, n .H vert von 10 eingestellt und filtrlert. *nschlieBend 
. . -K^^ntriert und getrocknet. Ausbeute 16.3 S 

r. — .rr^— - — 

zent Schwefel. 

Beispiel6 

•«n von 10 g Pullulan (Moleloilargewicht 150 OOO) 
Elne Bispersxon von 10 g ^ ^^^^^^^^^ 

in 100 ml Pyridin vxrd bei 50 C un^e 

o V -Poi-trioxid-Pyridin-Komplexes versetzt. Das er 

Hieaersciaas «ird in .saltern Wasser gelost, d.e arhal 

t n .lert Die DlalyseflUsslgl.eit vlrd eingeengt «nd xn 1 
dxalysxert. J ,„,3,^aene Nledersohlag wlrd aMil- 

triert vmd getroctaet. Ausbeute 26 g eme 
Pullulansulfats mlt 17.3 Geviol^tsprozent Schwefel. 

,0 g Puxauian (KoXe>.Xarge.ic.t 89 000) warden in 80 ^ 95pro- 
entige. auf -."c geM.hlte. — riarta Sc.wafeXs.ure a.nge- 
:gan. arhaXtena Oe.sc. wird 3 Stunden .ei diaaer^p^- 
.atur garUhrt. Sodann warden 300 ^ Diathyl.thar unter KUhluns 
" t.t daB die lemperatur 10°C nicht aberschraxtat. 
derart zugesetzt, daB oie J.e f ,„.^„_ 

-rant als Niaderschlag aus. Der Nieder- 
Das Reaktionsprodukt fallt als «xe . „ nas er- 

scblag vlrd abliltriart und «it mathyXathar gewaschen. Das 
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haltene weiBe Pulver wird in 100 g Eiswasser gelost und mit 
Natronlauge auf einen pH-Vfert von 7,0 eingfestellt. Anschlie-* 
Bend werden unlosliche Bestandteile abfiltriert und das Fil- 
trat dialysiert. Die DialyseflUssigkeit wird in 500 ml Xthanol 
gegossen. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und 
getrocknet. Ausbeute 7,6 g eines Natriumsalzes des Pullulan- 
sulfats mit 4,0 Gewichtsprozent Schwefel, 

BeispielS 
Eine Losvmg von 10 g des gemaB Beispiel 3 erhaltenen Natriumsal- 
zes von Pullulansulf at , wird allmahlich unter RUhren mit einer 
LSsung versetzt, die. durch Auflosen der durch Umsetzen von 
1 Mol Aluminiumhydroxid mit 0,5 Mol Salzsaure erhaltenen Verbin- 
dung in 500 ml Wasser hergestellt wurde. Die erhaltene Losung 
wird sofort ti*ube und es bildet sich ein Niederschlag. Der 
pH-Wert der Losimg betragt 4,8. Die LSsung wird 3Q- Minuten bei 
Raumtemperatur gertihrt und der Niederschlag abschliefiend abfil- 
triert, gewaschen und getrocknet. Ausbeute 12,4 g eines Aluminium- 
sal2.es des Pullulansulf ats , das 12,7 Gewichtsprozent Aluminiiom * 
und 8,8 Gewichtsprozent Schwefel enthalt. 
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PatentansprUche 




Pullulansulfate iind ihre Salze. 



2. Pullulansulfate xind ihre Salze mit 5 Ms 20 Gewichtspro 
zent Schwefel. 



10 000 bis 5 000 000 des Pullulans. 

4. Natrivm-, Kalium-, Magnesitim-, Calcixim-, Ammonium- iind 
Alvuninium-Pullulansiilfat sowie die entsprechenden gemischten 

Salze . 

5. Verfahren zur Herstellung der Verbindungen nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dafl man ein Pullulan, gegebenenfalls in 
Gegenwart eines LSsungsmittels , mit einem Sulfonierungsmittel 
behandelt, und gegebenenfalls durch Umsetzung mit einer Base in 
ein Salz Uberfiihrt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi man 
alB Losungsmittel Pyridin, Dimethylformamid Oder Chloroform und 
als Sulfonierungsmittel Chlorsulfonsaure, Schwefeltrioxid oder 
einen Schwef eltrioxid-Pyridin-Komplex verwendet . 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
die Sxafonierung 1 bis 36 Stunden bei Tempera turen von 0° bis 
■80°C durchfUhrt. 



3. 



Pullulansulfate und ihre Salze mit Molekulargewichten von 
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8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man als Losungsmittel flUssiges Schwef eldioxid und als Sulf o- 
nierungsmittel Schwef eltrioxid oder caalorsxilfonsaure verwen- 
det. 

i 

9. Vei^fahren nach Anspinich 8, dadiirch gekennzeichnet, dafl 
man die * Sulf onierung 1 bis 36 Stunden bei Temperaturen von 
-15^ bis -30^C durchfiihrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man 
als Sulfonierungsmittel Schwef elsaure verwendet. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Stilf onierung 1 bis 36 Stunden bei Temperaturen von 
-50^ bis lO^C durchfuhrt. 

12. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man das Sulfonierungsmittel in einem MengenverhSltnis von 0,3 
bis 20 Mol pro Mol Glucoseeinheit des Pullulans einsetzt. 

13* Ar zneimittel , bestehend aus mindestens einer Verbindixng 
gemaB Anspruch 1 bis 4 und ublichen Tragerstoff en xmd/oder 
Verdunnungsmitteln und/oder Hilfsstoff en. 
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